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头孢曲松耐药菌通过调整能量代谢相关蛋白产生耐药性
潘建义 1) , 2) 3 , 　陈 　萍 2) , 　王三英 2)
(1)浙江理工大学生命科学学院 , 杭州　310018; 2)厦门大学生命科学学院 , 厦门　361005)
摘要 　随着抗生素药物的开发与利用 , 细菌在对抗药物过程中逐渐发展出各种不同的耐药机制.
近年来高通量的蛋白质组学技术已逐渐用于细菌耐药性机理研究 ,但主要集中在对细菌外膜蛋白
的作用进行分析. 本文采用 22D native /SDS PAGE方法从蛋白质复合物角度分析接近生理条件的
胞浆蛋白在头孢曲松耐药性中的作用. 结果发现 8个耐药性相关蛋白质 ,通过对蛋白质功能分析 ,
揭示了细菌通过调整能量代谢相关蛋白产生耐药性的新机制. 进一步对相关菌株的次抑菌浓度和
生存率分析 ,提示 MalP和 SucC等关键蛋白质可作为设计和开发新型抗菌分子的作用靶点.
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M od if ica tion of Energy M etabolism 2rela ted Prote in s is
Respon sible for Ceftr iaxone2resistance
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Abstract　Outer membrane p roteins of bacteria have been investigated systematically in response to
antibiotic resistance by high2throughput p roteom ic techniques in recent years, but the data of the
cytop lasm ic p roteins analyzed on a p roteome scale are not available yet. In this study, 22D native /SDS2
PAGE was first app lied for characterization in cytop lasm ic p roteins responding to ceftriaxone2resistance in
Escherich ia coli. Eight p roteins involved in modification of energy p roduction and conversion were
identified responsible for ceftriaxone2resistance. Among these p roteins, down2regulated MalP and up2
regulated SucC were found to p lay critical roles in response to resistance according to the M IC and
survival ability analysis, and the two p roteins may be candidate targets for development of novel
antim icrobial drugs.
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自然选择 (Darwinian selection) ”的结果 [ 1 ] . 细菌耐
药性可来自细菌自身基因的改变或通过从外界获取
相关基因等获得耐药机制来达到耐药目的 ,也可以
是不需要基因改变的自身耐药 [ 224 ] .
近几年 ,随着蛋白质组学技术的兴起和发展 ,
IEF /SDS 22DE和 LC2MS/MS等高通量的蛋白质组
学技术也逐渐用于细菌的耐药性研究 ,因而多种抗
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生素的耐药机制已从蛋白质组角度进行了阐述. 目
前 ,相关研究主要集中在细菌的膜蛋白或外膜蛋白
方面 ,如肺炎链球菌 ( S treptococcus pneum oniae)对红
霉素的耐药性 [ 5 ] , 铜绿假单胞菌 ( Pseudom onas
aerug inosa)对氨苄青霉素、卡那霉素和四环素的耐
药 性 [ 6 ] , 幽 门 螺 杆 菌 ( Helicobacter py lori ) 对
metronidozole的耐药性 [ 7 ] , 大肠杆菌 ( Escherich ia
coli)对氯霉素 [ 8 ]、氨苄青霉素和四环素 [ 9 ]、萘啶酮
酸的 耐 药 性 [ 10 ] , 以 及 临 床 分 离 的 沙 门 氏 菌
( Sa lm onella typh im urium ) [ 11 ] 和 淋 病 奈 瑟 氏 菌












大肠杆菌 K212 ( E. coli K212)购自中国科学院
微生物研究所 ,实验中所用大肠杆菌基因敲除菌株
均受赠于日本 Keio collection,各蛋白质的抗体 (兔
抗 )由本实验室制备保存.
1. 2　头孢曲松耐药菌株的筛选
用倍比稀释法检测 E. coli K212原代株 (C0 )对
头孢曲松的最小抑菌浓度 (M IC0 ) ,然后在次抑菌浓
度 (1 /2 M IC0 )条件下对 E. coli K212进行传代培
养 ,每隔 12 h传代 1次 ,共传代 10次 ,同时将 C0 在
不加抗生素条件下同步培养 10代 ( C10 )作为对照
组. 将第 10代 E. coli K212转入无药物 LB固体培
养基培养 ,挑单个菌落在 LB培养基中培养至 A600为
0. 6,在 MH培养基测定它们的 M IC值 (M IC10 ). 如
果 M IC10 / M IC0 > 4, 则认为 E. coli K212对该抗生
素表现出耐药性 [ 13 ] .
113　胞浆蛋白的提取
挑取单菌落接种于培养基中培养过夜作为种子
菌. 按 1∶100 (V /V )的比例接种于另外一批培养基
中 ,振荡培养至 A600为 016, 4 ℃ 5 000 g离心 5 m in,
收集菌体 ,以 0185% NaCl洗涤菌体 2次. 称菌体湿
重 ,按 1 ∶3 (W /V )的比例加入破碎缓冲液 ( 50
mmol/L Tris2HCl, pH714, 150 mmol/L NaCl, 1 mmol/
L EDTA , 5% 甘油 ,并加入 PMSF至终浓度 1 mmol/
L)悬浮菌体 ,加溶菌酶至终浓度 10μg/m l, 4 ℃轻微
摇动 30 m in. 冰浴中超声破碎. 破碎后的菌液
12 000 g, 4 ℃离心 15 m in,取上清液 100 000 g, 4 ℃
离心 40 m in. 收集上清 ,并加入 PMSF至终浓度为 1
mmol/L. 样品分装 , - 80 ℃保存备用.
114　二维 na tive /SD S凝胶电泳
第一向电泳 (12D native2PAGE)采用 715%的非
变性分离胶 ,电泳在 4℃下进行 ,电泳结束后 ,对胶
进行咪唑 2锌负染 [ 14, 15 ] ,根据染色的条带切取非变
性胶条 ,并置于平衡液 ( 0106 mol/L Tris2HCl pH
618, 2% SDS, 5% β巯基乙醇 , 10% 甘油 )中平衡
至少 30 m in. 第二向电泳为 10% SDS2PAGE,电泳
结束 后 采 用 胶 体 考 染 法 ( colloidal Coomassie
staining)
[ 16 ]染色. 采用 Melanie 510软件分析图谱.
1. 5　质谱鉴定分析
蛋白质点的肽指纹图 ( PMF)采用 MALD I2TOF
质谱仪 (BRUKER公司的 ReFlexTM Ⅲ)进行分析 ,反
射模式 ,离子源加速电压 1为 20 kV,加速电压 2为
23 kV, N2 激光波长 337 nm ,脉冲宽度为 3 ns,离子
延迟提取 2000 ns,真空度 114 ×10 - 7 Torr,质谱信号
单次扫描累加 50次 ,并用标准 Maker峰作为外标校
正质谱峰 ,正离子谱测定 [ 17 ] . 肽指纹图谱匹配通过
Mascot程序查询.
116　W estern印迹分析
SDS2PAGE或 22D native /SDS2PAGE结束后 ,采
用半干法将胶上蛋白质电转移至硝酸纤维素膜上 ,
用丽春红染液进行染色 ,扫描图谱以便于后续的免
疫条带或点的确定. 然后加封闭液封闭 , 4 ℃孵育
过夜 ;加入相应一抗室温轻摇孵育 1 h;洗膜后加入
酶标二抗 ,并室温轻摇孵育 1 h;洗膜后 DAB显色.
1. 7　敲除菌的生存率测定 [ 18]
生存率 ( survival ability)定义为在相应的 1 /2
M IC下各敲除菌与正常 E. coli K212的 A600值的比
率. 挑取单菌落培养至 A600为 015,用 LB培养基稀
释菌液 ;取约 5 ×105 CFU /m l菌至含 1 /2 M IC浓度
的抗生素的 3 m l LB 培养基中 , 37℃培养 8 h. 取
300μl到 96孔酶标板中 ,酶标仪测定 A600值.
2　结果与讨论
2. 1　头孢曲松耐药菌株的筛选
原代 E. coli K212 ( C0 )对头孢曲松的 M IC 值
(M IC0 )为 01048μg/m l,原代菌在 1 /2 M IC0 抗生素
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浓度下传代 10次后对头孢曲松的 M IC值 (M IC10 )
为 01384μg/m l,M IC结果见 Table 1. 传代 10次以




Table 1 　M IC s of an tib iotic2susceptible and an tib iotic2
resistan t of E. co li K212
Antibiotic M IC0 (μg/m l) M IC10 (μg/m l) M IC10 /M IC0 ( fold)
Ceftriaxone 01048 01384 8
2. 2　胞浆蛋白的 22D na tive /SD S2PAGE及差异蛋
白质点的鉴定分析
获得的 CRO2R菌在 1 /2 M IC10抗生素下进行培
养 ,对照菌株 C0 (原代 E. coli K212)与 C10 (在正常
培养基中平行传代 10次的菌株 )在正常培养基中
培养 ,至 A600为 016左右收集菌体 ,提取胞浆蛋白 ,
并进行 22D Native /SDS2PAGE分析 ,结果如 Fig. 1所
示 (因 C10和 C0 两者外膜蛋白图谱基本一致 ,故只
列出 C10的图作为对照 ). 采用 Melanie 5. 0分析软
件对所获 22DE图谱进行分析 ,得到 8个明显差异的
蛋白质点 ( Fig. 1 B中箭头所示 ) ,经质谱鉴定分别
为 : MalP ( 21 ) , A tpD ( 68 ) , PflB ( 32 ) , SucC ( 10 ) ,
SucD (14) , LysS (45) ,MalE (63)和 CysK (16) (质谱
结果见 Table 2). 各蛋白质的变化情况如 Fig. 2所
示 ,在这些差异表达的蛋白质中 ,只有 SucC和 SucD
的表达量增加 ,其他 6个蛋白质的表达量均减少 ,其
中以 MalP, A tpD和 LysS变化最为明显.
F ig. 1　22D na tive /SD S PAGE ana lysis of cytopla sm ic prote in between norma l sta in s ( A ) and ceftr iaxone2
resistan t sta in s ( B) of E. co li K212　　Cytop lasm ic p roteins from normal stains and ceftriaxone2resistant stains
were electrophoresed in first2dimensional discontinuous native polyacrylam ide slab gels (715 % for resolving gel and
4% for stacking gel) at 4 ℃. Gel strip s containing p rotein bands visualized by im idazole2zinc sulfate reverse
staining were excised from native gels and then soaked in equilibration buffer on a gentle shaker for 30 m in. The
treated gel strip s were then switched to second2dimensional SDS2PAGE which carried out in discontinued




的蛋白质如 Fig13所示 , PflB与 TnaA,MalE和 TalB ,
CysK和 SodB分别形成复合物 , SucC和 SucD为酶
的两个亚基. 为了探讨差异蛋白质及与其形成复合
物的蛋白质在头孢曲松耐药中的作用 ,对这些蛋白
质相应的基因敲出菌株的 M IC和生存率进行分析 ,
以检测这些蛋白质是否在耐药作用中起重要作用.
各菌株 M IC见 Fig. 4,在这些菌株中 ,只有Δm alP ,
ΔsucD 和ΔsucC的 M IC值有明显改变 ,其中Δm a lP
和ΔsucD的 M IC 下降 ,分别为正常对照的 1 /4和
1 /2,而ΔsucC的 M IC值比对照菌增加了一倍 ,这意
味着这 3个蛋白质在头孢曲松抗性中的作用更为
重要.
因各菌株的 M IC值变化并不明显 ,不能提供更
多有用信息 ,为此进一步测定比 M IC值更加敏感的
各菌株的生存率来分析各蛋白质的重要性 . 在预实
241
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F ig. 2　Ana lysis of represen ta tive en larged partia l two2d im en siona l gels　　 (A ) The enlarged partial 22DE
gels showing altered exp ression spots between control and CRO2R strains; (B ) H istogram s disp lay the changes in
spot intensity of altered p roteins. Bars rep resent spot intensity with relative volume ( % ) divided by the total volume
over the whole image, according to descrip tion ofMelanie 5. 0 software
Table 2　 Iden tif ica tion of a ltered prote in spots and other spots a ligned in the sam e line by M ALD I2TO F ma ss spectrom etry





— 21 Maltodextrin phosphorylase m alP gi| 7246004 114 90 322 15 27
— 68 ATP synthase subunit B a tpD gi| 15804332 105 50294 8 28
1 32 Pyruvate2formate lyase pflB gi| 16128870 173 85303 12 26
— Tryp tophanase ( L 2tryp tophan indole2
lyase) ( TNase)
tnaA gi| 41018359 125 52 768 12 27
2 10 Succinyl2CoA synthetase, beta subunit sucC gi| 6980728 131 41 052 11 40
14 Succinyl2CoA synthetase, alpha subunit sucD gi| 6980727 63 29 646 6 36
— 45 Lysine tRNA synthetase, constitutive lysS gi| 16130792 60 57 567 6 15
3 63 Maltodextrin2binding p rotein ( maltose2
binding p rotein) mutant
m alE gi| 809263 82 39 897 7 29
— Transaldolase B ta lB gi| 14277926 70 35 022 7 33
4 16 Cysteine synthase A, O 2acetylserine
sulfhydrolase A subunit
cysK gi| 1788754 174 34 358
12
60
— Iron2containing superoxide dismutase sodB gi| 56159892 48 21 121 4 30
验基础上 ,选取 6个不同抗生素浓度进行测定 ,分别
为 01002、01004、01008、0101、01015和 0102μg/m l.
各菌株生存率结果如 Fig. 5所示 ,在 01015μg/m l浓
度下 , 所有菌株生存率均有变化 , 其中 Δm alP ,
ΔsucD ,ΔlysS 和 ΔsodB 生存率降低 , 而 Δa tpD 和
ΔsucC生存率增加. Δm alP在抗生素浓度从 01002
μg/m l增加到 01015μg/m l过程中 ,其生存率逐渐下
降 ,而ΔlysS从 01004μg/m l到 01015μg/m l范围内
逐渐降低 ,ΔsucD也从 01008到 01015μg /m l范围内
逐渐降低 ,ΔsodB 和Δa tpD只在 01015μg /m l浓度时
下降 ,而ΔsucC则在 01015μg/m l和 0102μg/m l两
个浓度下降低. 在这些变化中 ,以 ΔsucC和 Δm a lP











F ig. 3 　 The en larged partia l 22D E lines show ing prote in com plexes
wh ich con sist of a ltered spots and other spots a ligned in the sam e line
Each component of a p rotein comp lex should be co2m igrated in the first
dimensional native2PAGE, and aligned consequently with a vertical line in
the second dimensional SDS2PAGE. According to the criterion, PflB2TnaA
(L ine 1 ) , SucC2SucD (L ine 2 ) , MalE2TalB (L ine 3 ) and CysK2SodB
(L ine 4) were all identified as comp lex
F ig. 4 　 H istogram d isplays of M IC of 22D E a ltered prote in s and the ir
rela ted prote in s gene2deletion stra in s　　The M IC of deletion strains were
determ ined with the standard serial dilution method in broth medium
成、转化、糖运输和氨基酸代谢等方面. 各蛋白质的
功能分类见 Table 3.
Table 3 　 Functiona l ca tegor ies of d ifferen tia l prote in s
annota ted in NCB I da taba se
Functional categories Proteins





Energy p roduction and conversion SucC, SucD, A tpD, PflB
Carbohydrate transport and metabolismMalP, MalE, TalB
Am ino acid metabolism TnaA, CysK
Inorganic ion transport and metabolism SodB
215　差异蛋白质与头孢曲松耐药性的相关性分析
在 CRO2R菌的 8个差异蛋白质中 , A tpD , LysS
和 CysK曾报道与细菌的耐药性相关. Humbert






化疗试剂 52氟尿嘧啶产生耐药性 [ 20 ] . 也有报道称 ,
II2型糖尿病 ( Type 2 D iabetes)是由于骨骼肌细胞中
ATP酶的β亚基被磷酸化导致其对胰岛素产生耐
受 ,从而致病 [ 21 ] . 这表明 ATP酶 ,尤其是其催化亚
441
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F ig. 5　Testing for surv iva l ab ility of gene2deletion stra in s of the 22D E a ltered prote in s and the ir rela ted
prote in s　　The survival ability is defined as the A600 ratio of the bacteria growth with ceftriaxone and normal LB
medium. 5 ×105 CFU /m l of bacteria were cultured in 3 m l LB medium separately containing 01002, 01004,
01008, 0101, 01015, 0102μg/m l ceftriaxone, and an identical control group was set up without any antibiotic.
These tubes were incubated at 37 ℃ for 8 hours. 　Bacterial growth was determ ined by measurement of the A600 of
the cultures
基在细胞耐药性中起重要作用 ,这可能与细胞需进
行能量调整以适应不利环境有关. 本文中 , ATP酶
的催化亚基 (A tpD )表达下调与细菌在头孢曲松环
境中能量代谢减弱有关. a tpD的敲除菌在该抗生素
中的生存率与正常对照相比呈上升的趋势 ,即在一
定范围内随着抗生素浓度增加 ,缺乏 A tpD 的菌更





构专一性 ,只催化特定构象的 tRNA和氨基酸 ,这对
维持生物合成的准确性有重要作用 ,因而是细胞内




内 ,而 I2型 LysRS则主要存在于古细菌及部分细菌
中 [ 22 ] . 大肠杆菌细胞内的 LysRS为 II2型 ,且该酶有
两种基因形式 ,一种为持家基因 lysS编码 ,另一基因
lysU则在热休克等应激条件及培养基中含亮氨酸、
二肽 ( dipep tides) [ 23, 24 ]等条件下表达. 研究发现 ,
lysS序列与基因 herC完全一致 ,而 herC为 p rfB 2herC
操纵子的一部分 [ 25 ] . A taide等 [ 26 ]在研究 LysS对一
种 赖 氨 酸 类 似 物 S 2( 22am inoethyl ) 2L2cysteine
(AEC)的耐药性时发现 , 5μmol/L AEC即可抑制野
生菌生长 ,而 LysS的突变株却具有较强的耐受性 ,
在 1 mmol/L AEC中仍能生长. 进一步研究则表明 ,
LysS是 AEC 抑制细菌生长的主要靶点 ,而其对
AEC抗性的获得则是通过与天冬氨酸激酶基因 lysC





制作用. 但敲除 LysS基因后 ,其在头孢曲松中的生
存率却低于对照组 ,这看起来似乎相互矛盾 ,令人费
解. 其实不然 ,上面提到 lysS基因与 p rfB2herC操纵
541
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本文中的 CysK (半胱氨酸合成酶 A )的表达降
低 ,但由于其降低的幅度并不大 ,而且其 M IC和生存
率与对照组相比无明显差异 ,因而该蛋白在头孢类抗
生素抗性中可能只起调节作用 ,并不直接参与抗生素




除上述 3种蛋白质外 ,本文还首次发现 MalP、
MalE、SucC、SucD和 PflB 5种蛋白质与细菌耐药性
有关.
MalE (麦芽糖糊精结合蛋白 )和 MalP (麦芽糖
糊精磷酸化酶 )均与麦芽糖糊精的运输和代谢有
关. MalE与两个内膜蛋白 MalF /G及位于胞浆的
ATP结合蛋白 MalK共同组成 MalEFGK麦芽糖转运
复合物 ,负责转运麦芽糖 /麦芽糖糊精等能源物
质 [ 29 ] . 此外 ,与 MalE结合的 TalB也与糖代谢相关.
MalP为磷酸化酶 ,它将转运来的麦芽糖糊精磷解形
成葡萄糖 212磷酸和少一个葡萄糖分子的麦芽糖糊









和三羧酸循环会受影响 , ATP的产量降低 ,这与上述




尽管 MalE和 MalP的表达量都降低 ,但 MalP的
作用可能更为重要. 不仅是因为 MalP降低的幅度
比 MalE的大 ,而且 MalP的敲除菌株的 M IC和生存
率均明显降低. 实际上 ,Δm alP的 M IC和生存率在
所有相关的菌株中均为最低 ,而且在低浓度抗生素
下 ,其生存率就显著降低 ,可见 MalP对头孢曲松最
为敏感.












达. 由此可见 , CysK的作用并不是与抗生素的抗性
直接相关 ,而只是调节蛋白.
琥珀酰 2CoA合成酶 ( SucC /D)为三羧酸循环中
的一个关键酶 ,它催化琥珀酰 2CoA生成琥珀酸的同
时 ,伴随着将 GDP /ADP磷酸化成 GTP /ATP,这是一






长和繁殖 [ 34 ] . 当了解了这些能量代谢相关的蛋白
质间的关系后 ,不难解释 W u等 [ 35 ]和 Donnelly等 [ 36 ]
曾发现的当将 E. coli的 pflB 基因缺陷菌株在厌氧
下培养时能提高琥珀酸产量这一现象.
尽管 SucC和 SucD是仅有的两个表达增加的
蛋白质 ,但根据 M IC和生存率结果表明 ,二者在耐




的. SucD (α亚基 )为催化亚基 ,而 SucC (β亚基 )仅
作为琥珀酸的附着位点 [ 37, 38 ] .
总之 ,在这些差异蛋白质中 ,MalP, A tpD和 PflB
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F ig. 6　The energy m etabolic pa thway for the key enzym es in respond to cetr iaxone resistance in E. coli 　
These p roteins were highlighted by gray2oval which involved in ATP synthesis, maltodextrin transport and
phosphorylation, anaerobic homolytion and substrate level of phosphorylation. Maltodextrin transport comp lex,


































CysK和 LysS虽不直接参与能量代谢 ,但 LysS为抗
生素分子的靶位点 , CysK的下降则与能量代谢蛋白
质 PflB的降低有关 ,二者均为调节蛋白. 此外 ,通过
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